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Abstract：　FCV　comprises　only　a　single　serotype，　but　many　mutations　are　present　in　the　gene　sequence，
forming　quasispecies　consisting　of　various　molecular　species　of　sequences．　Improvement　of　the　target　detection
accuracy　by　RT－PCR　is　very　important　for　molecular　biological　approaches．　FCV　has　been　reported　to　be
divided　into　2　groups，　GI　and　GII，　based　on　the　capsid　region（bases　6419－7053）．　We　per50rmed　RT－PCR　using
Seal－S／Seal－A　primers，　as　used　for　grouping　in　previous　reports，　and　identified　the　presence　of　undetectable
field　strains．　To　widely　detect　field　isolates　using　the　capsid　region，　we　prepared　new　primers　consisting　of
sequences　outside　the　reported　primer　sequences，　and　investigated　the　detection　accuracy．　Eight（including　3
コ口rains　isolated　from　vaccinated　cats）of　30　FCV　strains（27．0％）were　not　detectable　using　SeaI－SISeal－A
primers．　The　detection　rates　with　Ihe　new　primers　were：8F－S／8R－A，100％；AO－SIAO－A，100％；and　CP－
S／CP－A，96．7％．Undetectable　strains　had　marked　mutations　in　the　primer　binding　sites．　The　mutation　r飢e　of
the　Seal－S　binding　site　was　29．2％，　whereas　the　rate　was　6．9％in　detectable　strains．　Seven　of　the　8
undetecεable　strains　belonged　to　GII，　which　consists　of　only　Japanese　strains，　showing　a　regional　influence．
Since　the　undetectable　stains　included　3　isolates（37．5％）丘om　vaccinated　cats，　the　presence　of　such　vaccine
breakdown　strains　with　marked　antigen　mutation　in　vaccinated　cats　should　be　considered　in　clinical　diagnosis
by　PCR．　Of　the　3．pairs　of　primers　prepared，8F－S／8R－A　and　AO－SIAO－A　primers　amplified　wider　regions　than
the　reported　primers，　and　detected　lOO％of　GI　and　GII　strains，　suggesting　the　usefulness　of　these　as　detection
primers　for　FCV　molecular　epidemiology．
1．目　的
　F81’12召。α”c’v〃πε（FCV）は，明瞭な血清型を有す
るSan　Miguel　sealion　virusとは異なり，血清学的に交
差【生が強く単一であるとみなされ，現在においても
特定の血清型がみられず，血清型別による疫学的研
究は難しい状況にある。しかし近年の遺伝子解析技
術によって，単一の血清型とされる一方でFCVはそ
の遺伝子配列に変異が多く，配列の多様な分子種か
らなる準種の群（quasispecies）であることが確認さ
れている。
　本ウイルスのRNAは約7．7　kbの長さを持ち，遺伝
子上にはタンパク質をコードする3つの翻訳可能領
域open　reading　frame（ORF）が存在しており，キャ
ップ構造を持たない5’末端側のORF　1上にはヘリカ
ーゼ，システインプロテアーゼ，RNA依存性RNA
ポリメラーゼといった各種非構造タンパクをコード
する領域があり，3’側のORF2はカプシドタンパク
をコードしている唯一の領域である。ポリA鎖を有
する3’末端側のORF3はVP2であり，構造タンパク
をコードしている。FCVの抗原性の多様性は主にこ
のORF2の塩基配列の多様性に由来し，　ORF2は更に
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6つの領域（A～F）に分けられている。このうちC，
E領域は非常に変化しやすく，中でもE領域は，さ
らに2つの超可変領域（5’HVR，3’HVR）に分けられ
ている。このORF2コ口ードするカプシド領域部の
系統樹解析では，我が国のFCV株は遺伝子群が大き
く2群に群別されるとされている。このように，
FCVへの分子生物学的アプローチは血清学的性状と
ともに疫学的研究や分類に有用な手法となり得るも
のであると言え，RT－PCRによるターゲット検出の
精度を向上させることは，大変重要な課題である。
　FCVのRT－PCRによる検出は，　Sykes　et　alらにより
実験的，臨床的に試みられている。このカプシド領
域をターゲットとしたプライマーはSealの報告した
primer　siteに基づいており，臨床診断の他に遺伝子群
別にも応用されているが，FCV野外株についてこの
プライマーにより検：出の検討を試みたところ，検出
できない株の存在が明らかとなった。そこで，RT－
PCRによる検出の精度をより高くして分子疫学的研
究をするため，群別への応用を視野に入れ，既報の
プライマーに代わる検出プライマーの検討を行った。
2．方法
1．供試ウイルス
　すべての実験においてウイルスの培養にはネコ前
細胞由来のCRFK（Crandell－Reese　Feline　Kidney）細
胞を用いた。CRFK細胞の培養には5％牛胎児血清
を加えたイーグルMEMを用い，37℃のCO2インキ
ュベーターで培養した。
　FCVは，動物病院等で新たに採取された目鼻口腔
スワブから分離した野外株28株，および参照株とし
てF9（ATCC；vR－728）とCFI／68（ATCC；VR－
654）の2株の標準株を含め，全30株をプライマー
の検討に供した。分離は抗生物質（ペニシリン
1000U／ml，ストレプトマイシン1000μ9／ml）を添加
したイーグルの均衡塩類溶液にスワブを溶解し，
8000rpmで30分遠心した上清をCRFK細胞に接種
し，3代継代したものをサンプルとして用いた。各
サンプルはCRFK上で再度培養し，この培養液を
RNA抽出に用いた。
2．RNAの抽出
　FCVの培養上清と同量の25％ポリエチレングリコ
ール溶液とを1時間混合し，4℃で12時間置いた後，
混合液を4℃8000rpmで6分間遠心分離する。この
沈殿物を上清1mlで溶かして濃縮ウイルス液とし，
更に4℃12000rpmで5分間遠心分離して上清を捨て
る。この沈渣にTEを100μ1入れて沈殿を溶かし，
ISOGEN（NIPPON　GENE）を加えてそのマニュアル
に従ってRNAを抽出した。
3．RT－PCRとプライマー
　抽出したRNAにRandom　Primers（Promega）を加
えて70℃5分で熱変性させた後に，逆転写酵素
ImProm－IITM　Reverse　Transcriptase（Promega）を加え
て25℃5分，37℃60分，70℃15分で反応させて
cDNAの合成を行った。作成されたcDNAは，　Seal
（1994）の報告に示されたプライマーセットSeal－
S／Seal－A（6401－7071）及び，今回新たに作成した3
組のプライマーセット8F－S／8R－A（6142－7097），　AO－
SIAO－A（5326－7272），　CP－SICP－A（5289－7581）の計
4組のプライマーセットを用い，それぞれについて
exTaq　Polymerase（Takara）を用いて，95℃2分の熱
変1生の後，94℃30秒，40℃1分，72℃2分のサイ
クルを35回反復し，72℃10分の伸長反応を行って
ターゲット部位を増幅した。
4、クローニング
　PCRによって増幅された産物は，増幅産物が2kbp
以上の場合（AO－S／AO－A及びCP－SICP－A）について
はWizard⑧SV　Gel　and　PCR　CIean－Up　System
（promega）を用いて精製を行い，　TOPO　TA　CIoning⑪
kit　with　TOP10亙co1’（Invitrogen）を用いてプラスミ
ドベクターによりクローニングを行った38。また
Seal－SISeal－A及び8F／8Rの増幅産物については精製
を行わず，直接pGEM②一T　Easy　Vector　systems
（Promega）を用いてマニュアルにしたがってクロー
ニングを行った。
　クローニング後の大腸菌培養液からQIAprep②Spin
Miniprep　Kit（QIAGEN）を用いてプラスミドDNA
を精製し，精製プラスミドDNAはインサートの確認
のために制限酵素（EcoRI）処理をして，1％アガ
ロースゲル及び10mg／mlエチジウムブロマイド溶液
1mlを添加したTBEバヅファーで電気泳動を行って
UV下で観察した。
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5．配列の決定と解析
　ランダムに選択したクローンプラスミドDNA，お
よびBig　Dye＠Terminator　vl．l　Cycle　Sequencing　Kit
（Applied　Biosystems）を用いDye　Terminator法で行っ
た。シークエンサーにはABI　PRISMTM　310NT
Genetic　Analyzer（Applied　Biosystems）を用い，得ら
れたデータについてGENETYX－MAC　ver10．0及び
GENETYx－MACIATSQ3．0を用いて配列の決定を行
った。アライメント及び系統樹解析にはClustalXを
使用し，系統樹の作成には近隣接合法（NJ法）を用
いた56。ヌクレオチド配列についてブートストラッ
プ値は1000回反復抽出を行って樹形を求め，樹形の
確認にはTreeViewを用いた。
3．結果・考察
1．検出率の検討
　各プライマーによるFCV検出率を示した。検出
率はSeal－SISeal－Aが73．0％，8F－S／8R－Aが100％，
Ao－SIAo－Aが100％，　CP－SICP－Aが96．7％であった。
Seal－SISeal－Aプライマーにより検出が不可能なFCV
株はRT－PCRを行った全30畑中8株27．0％（うちワ
クチン接種猫より分離された株3株を含む）であっ
た。また，用いた各プライマーについて遺伝子解析
を行い，PCR産物を確認した結果，　Seal－SISeal－Aで
は株によりSeal－SISeal－Sで増幅されるものが存在し
た。
2．プライマーの塩基配列とプライマー結合部位の
　比較
　RT－PCRを行った30株のうち，　Seal－SISeal－Aのプ
ライマーにより検出されなかった8株と検出された
株のうちの8株の塩基配列について，Sea1－SISeal－A
のプライマー結合部位の配列を比較したところ，
Seal－SISeal－Aで検出不能であった株ではプライマー
配列との相違度が21．9％と比較的大きく，中でも
Seal－S結合部位の相違度は，検出可能であった株が
6．9％であったものと比べ29．2％と大きい傾向がみら
れた。同様に，Seal－A結合部位の相違度についても，
検出可能であった株が5．6％であったものと比べ
14．6％と大きい傾向が見られた。また，Seal－SISeal－
Aで検出不能であった株のうち，同腹（same　litter）
から得られたサンプルであるS149，S150，S151は，類
似した相違配列を示した。
3．検出不能株と遺伝子群の関係
　Se 1－SISeal－Aで検出できなかった8株のカプシド
部位について，Satoらの方法によりNJ法による塩基
配列の系統樹解析を行ったところ，Seal－SISeal－Aで
検出できなかった株の遺伝子群は，GIが1／8
（125％），GIIが7／8（87．5％）であった。
4．塩基配列のアライメントによる比較
　Seal－SISeal－Aのプライマーにより検出されなかっ
た8株と検出された株のうちの8株の，全16株の塩
基配列およびアミノ酸配列について，アライメント
による比較を行ったところ，5’HVRおよび3’HVRに
おいてホモロジーには大きな相違が認められたが，
特に検出の有る無しにより特徴ある一致した配列は
示さなかった。
　今回のFCV野外株のRT－PCRに用いるプライマー
の検討により，FCV野外株には，プライマー結合部
位の塩基酸配列の相違によってSeal－S／Seal－Aプライ
マーで検出できない株がある程度の割合で存在する
こと，またその多くが遺伝子群のGIIに属する傾向
にあることが明らかとなった。Sykes　et　al（2001）の
報告によると，FCVのカプシド部位における遺伝子
の検出ではSeal－S／Seal－Aプライマーですべての野外
分離株が検出され，検出できない株については報告
されおらず，またSato　et　al（2002）において遺伝子
群について検討した21株の野外分離株についても検
出されないものは見られなかった。この日本で分離
された21株を今回使用した28株に加えると，検出
できない株は8／49（16．3％）と全体としては比較的
少ない値を示している。
　カプシド領域におけるFCVの遺伝子芦別の試みで
は，日本分離株のみからなる群と外国株を含むグロ
ーバルに分布する群の2群（GAI，　GAII）に分かれる
と報告されているが，今回の検討でもGIIは日本で
分離された株のみで構成され，GIには外国由来株と
日本で分離された株が含まれるグローバルな地域に
分布していた。FCVの塩基配列について，　Seal－
SISeal－Aのプライマー結合部位はかなりコンスタン
トな部位が選択されており，多くの株はこのブロー
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ブの使用により検出できると考えられるが，今回の
結果から，Seal－SISeal－Aプライマーで検出できない
株はGIIに多く属していた事から，外国由来株をタ
ーゲットとして作成されたプライマーSeal－S／Seal－A
ではGIに属する株は比較的検出しやすいが，　GIIに
属する株はプライマー結合部の配列は相違が高い
く21．9％）ため，検出しにくいのではないかと思われ
る。
　Seal－S／Seal－Aのプライマーにより検出された株と
検出されなかった株について，アライメントにより
配列の比較を行った結果，塩基の置換に特に共通す
る部位や規則性は見られず，変異はプライマー結合
部に限らずランダムに起こっていると考えられる。
しかし上記のように検出されない株がGIIに多いの
は，興味のある点である。臨床的なPCR診断及び
genogroupingでは，変異の程度に加え，地理的要因
を考慮に入れたプライマー設定を行うことが重要で
あるのかもしれない。
　また，検出できなかった株のうち37．5％がワクチ
ン接種された個体から分離された株であったことか
ら，臨床的にPCR診断を行う際はワクチンを投与し
たネコから分離される抗原変異の高いこれらワクチ
ンブレイクダウン株についても考慮する必要がある
だろう。
　今回新たに作成した3組のプライマーについては，
CP－SICP－Aで検出率が若干低い値を示したが，8F－
S／8F－AとAo－SIAo－Aにおいては既報のプライマーよ
りも増幅領域が広く，またGI　GIIどちらの群に属す
る株も100％検出できたことから，分子疫学的研究
に有用であると思われる。
4．要約
　FCV感染症の分子疫学的検討を行うため，カプシ
ド領域におけるFCV検出用プライマーの検討を試み
た。新たに作成した3組のプライマーについて，CP－
SICP－Aで検出率が若干低い値を示したが，8F－S／8F－
AとAo－SIAo－Aにおいては既報のプライマーよりも
増幅領域が広く，またGI　GIIどちらの群に属する株
も100％検出できたので，この2種類のプライマー
を用い遺伝子群の判定を行えると期待される。
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